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メ サ ン ギ ウ ム 基質 の 拡大お よ び 糸球体基底膜の 肥厚は , 糖尿病性腎症 に 特徴的な組織学的所見 で あ る. こ の ような糖尿
病状態に おけ る腎の 細胞外基質(e xtr ac ellular m atrix , E C M)に 対する分解系 の 調節因子 に つ い て は十分な検討が な され て い な
い
. 腎の E C M は主 として Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン J フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び ラ ミ ニ ン か ら構成 され て お り , メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ
(m atrix m etallopr otein a s e, M M P)ほ こ れ らの 基質を 分解する こ と が可 能 で あ り, 腎疾患 に お ける ECM 産生 , M M P お よび そ
のイ ン ヒ ビタ ー (tis s u ein hibitor of m eta1lopr otein as e, TIM P)の 分泌は , い ずれ もメ サ ソ ギ ウ ム 細胞 が担 っ て い る可 能性が 示
唆され て い る . そ こ で 本研究 で は , 糖尿 病状態 で の E C Mの 代謝 を 検討す る 目的 で , ヒ ト培 養 メ サ ソ ギ ウ ム 細胞 か ら の
M M P お よび TIM P分泌 に与え る糖濃度の 影響 を検討 した . そ の 結果, 無血清培地で 培養 され た ヒ ト培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞か
ら M M P お よび TI M Pの 産 生 が 確認 さ れ た . ゼ ラ チ ン 消 化活性 を 有す る分子量6 7, 5 2 お よ び 46 k Da の 酵 素 は ,
ethyle n ediamin etetr a a c etic a cid で阻害 され , phe nylm etha n es ulfonyl flu oride, N
Lethylm aIei mi de お よび pepstatin A で は阻
害され な い こ と よ り M M P と同定 し, さ らに ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 67k Da は M M P-2, 5 2お よ び 46k Da は
M M P･l であ る こ と が確認 され た . 糖濃度 450m g/dlの 培地 で 3日 間培養 した 結果, M M P-2 の 産 生は , 100mg/dl培地 に比
べ
,
ゼ ラ チ ン 消化活性で約60% の 増加が認め られた . M M P-3 は蛋白質 レ ベ ル で 測定感度以下であ り, 遺伝子 発現もみ ら れ な
か っ た . 一 方 , 450mg/dl培地 に おけ る TIM Pの 産生は 100mg/dI培地 で 培養 した細胞 の 約40%に ま で 低下 して い た . ノ ー ザ
ソ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る検討に お い ても , 72時 間高糖濃度で培養 され た細胞 で は t l OOmg/dl培地で の 約1/3の 遺伝子発現 を認
め るの み であ っ た . ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢酸水銀で活性化 され た 培養上清 の Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン に 対する総酵素活性は , TI M Pと結合
するに もか か わ らず , す べ て の 培養上 清 で 観察 され た . 以上 の 結 果よ り , 高糖濃度状態は M M P およ び TI M Pの 発現を それ
ぞれ独立 して 調節す る こ とで , E C Mの 蓄積 に 影響を与え て い るもの と推測 され る . こ れ ら の 調節国子 の 不 均衡が , 糖尿病状態
に おける 糸球体 E C Mの 代謝 に 重要な役割を担 っ て い る可能性が 示 唆 され た .
l(ey w ords hu m a n m e sangial cell, glu c o s e, m atrix m etalloproteinase, tiss ue inhibito r of
m etalloproteina s e
ヒ ト糸球体障害の 発症進展機序 と して , 免疫学的異常 , 代謝
異常さらに 腎内血 行動態異常 な どが 仮説と して 提 唱され て い る
脚 , その い ずれ に お い て も , 障害 の 進行過程 に お い て は 細胞
増穂および 糸球体基底膜 や メ サ ソ ギ ウ ム 基質を構成 して い る細
胞外基質(e xtr ac ellular m atrix, E C M)の 量的お よ び質的異常が
共通して存在 し, そ の 結果と して E C M が蓄積 し, 糸球体硬化
に陥るもの と され て い る2). 代謝異常 で あ る糖尿病性腎症 は ,
その組織学的特徴ほ糸球体基底膜 の 肥厚 お よび メ サ ン ギ ウ ム 領
域の拡大であり, 年余の 経過を経 て糸球体硬化に い た り, 最終
的に腎磯能の 低下をきたす3). 臨床的に は , イ ン ス リ ソ 依存型
糖尿病の80% 以上 に 8 - 10年の 経過 で 腎症が出現 し , ま たイ ン
ス リン非依存型糖尿病 で も約20%が10年 の 経過 で 顕性腎症 に 陥
ると され て い る 岬 . 糸球 体の ECM はt 線維 性 タ ン パ ク の コ
ラ ー ゲ ン , 複合糖質 の プ ロ テ オ グ リ カ ン お よび 接着 タ ン パ ク の
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ソ , ラ ミ ニ ソ か ら構成 さ れ て い る8). こ れ らの
うち ヒ ト糖尿病性腎症 で は , 腎症の 進展と ともに , 糸球体 の Ⅳ
塾 コ ラ ー ゲ ン , ラ ミ ニ ソ の 増加 およ び ヘ パ リ ン 硫酸 プ ロ テ オ グ
リ カ ン の 減少な どの 糸球体内 ECM の 構成成分が変化する こ と
が 報告 され て い る
3)T)
. 糖尿病 ラ ッ ト に お い ても , Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ
ン , ラ ミ ニ ン の 増加が遺伝子 レ ベ ル で 確認 され て い る郎 . 高糖
濃度培地下での 培養メ サ ソ ギ ウ ム 細胞に お ける検討で は , Ⅳ 型
コ ラ ー ゲ ン , ラ ミ エ ソ お よび フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と い っ た E C M
塵生が冗進する こ と が示 され て お り
g)10＼ 糖尿病性腎症 の 病理 学
的所見を裏付けて い る .
A bbreviations :E C M, e Xtr aCellular m atrix; F BS, fetal bo vin e ser u m; M M P, m atrix m etalloprotein ase;
TIM P, tissue in hibitor of m etallopr otein as e; C M, C Onditio n ed m ediu m; P A G E, pOlyacrylamide gel
electrophore sis; S D S, S Odiu m dodecyl sulfate; T C A, trichloroacetic a cid; T A, ta nnic a cid; E DT A,
ethylen edia min e tetra acetic acid; S S P E, S Odiu m chloride- SOdiu m diphosphate- ethyle n ediamin e tetr aa cetic
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最近 , 正 常糸球体か ら糸球体基底膜 を消化 しうる シ ス チ ン プ
ロ テ ィ ナ ー ゼ が塵 生され て い る こ とl-1, さ らに 培 養 メ サ ン ギ ウ
ム 細胞 が E C Mの 消 化酵素 で あ る メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
(m atrix m etallopr otein a s e, M M P) お よ び そ の イ ン ヒ ビ タ p
(tiss ueinhibito r o壬 m eta1loproteirlaS e, TIMP)を 分泌する こ と が
報告 され て 以来12), E C M産 生の み ならず E C Mの 分解が 着目 さ
れ る ように な っ て い る13). こ の よ うレこ E C M代謝 に お い て は ,
メ サ ン ギ ウ ム 細胞の 関与が重要視
■
され て い る が , 産 生 さ れ る
M M P お よ び TI M Pの 同定や そ の 分泌調節機構 に つ い て ほ 未だ
解 明 され る に は至 っ て い な い .
糖尿病性腎症 の 発症に は糖代謝異常が大きく影響を与え て い
る こ とが 判明 して い る14). そ こ で 本研究で ほ t 糖濃 度変化 に 対
する メ サ ソ ギ ウ ム 細胞の 反応を , M M Pや TI M Pの 分泌調節機
構 の 面 よ り検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . メ サ ン ギウ ム 細胞培養
ヒ ト腎癌の 健常部腎皮質 よ り Gr e e n spo n らの ふ る い 法
15)に よ
り メ サ ソ ギ ウ ム 細胞を採取 した . 腎皮質は ハ サ ミ で 細 片と し,
150, 200, 1 06JJ m の ふ るい を通 して糸球体を採取 し , 16% ウ
シ 胎 児 血 清 (fetal bo vin e s e ru m, F B S) (GIB C O, Ne w York,
U S A), ペ ニ シ リ ン (GI B C O)100 U/ml, ス ト レ プ ト マ イ シ ン
(GIB C O)1 00 U/ml を含む R P M I1640(GIB C O) 培地中に て , 37
℃ , 5 % C O2存在下で初代培養 を開始 L た. 4週 間の 培養 で紡
錘形 お よび 星状細胞 が増殖 し始 め た後 , 継代培養 に 移行 した .
早期継代中 に D-′ミリ ソ (D-V alin e)を含む ダ ル ベ ッ コ 変法イ ー グ
ル 培 地 (Dulbe c c o
'
s m odified Eagle m ediu m, Dljlbe c c o
'
s
M E M, GIB C O) で 一 週間の 培養を 行な い , 線維芽細胞を除去 し
たⅠ6). これ ら の 細胞ほ デ ス ミ ン (de s min) 陽性, 第 Ⅶ 国子 関連抗
原陰性 , Ia 抗原陰性 よ り メ サ ン ギ ウ ム 細胞 と 同定 した17). こ の
条件で は上 皮細胞 , 内皮細胞お よび マ ク ロ フ ァ ー ジ は増殖 しな
い
18)
. 実験に は 6 - 8継代 目 の 細胞な 用 い た .
] . 各種 糖濃度で の メサ ンギウム 細胞培養
メ サ ン ギ ウ ム 細胞 は糖濃度200m g/dlの R P M I1640培地下で
単層形成が80%に な る ま で 増殖 さ せ ∫ 無血 清 R P M I1 640培地
(糖濃度200mg/dI, 0.2%ラ ク ー ア ル ブ ミ ン ヒ ド ロ ラ イ セ ー ト
(SI G M A,St. Lo uis, U S A) 含有)で48時間培養 し, 静止状態 と し
た . そ の 後そ れ ぞれ 糖濃度 1 00mg/dl, 200m g/dl, 450mg/dlの
イ ン ス リ ン を 含 まな い 無血清 Dt1 be cc o
'
s M EN で 3 日間培養 し
た . こ の 培養上 清(c o ndito n ed m ediu m, C M)を 3000rpm , 10
分間遠心 し, - 80 ℃で保存 し , 以下の 実験 に 供 した .
Ⅲ . 酵素活性の検討
1 . ゼ ラ チ ン ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動 (gelatin
polya crylami de gel electrophor e si, P A G E)
ゼ ラ チ ン (SI G M A)0.8m g/ml を含む 8% ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ドゲル (polya cryla mide gel, P A G)を 用い , CM を非還元状態
て La e m mli法1 9) に 従 い 電気泳動を施行 した . 泳 動後 の ゲ ル は j
ト リ ス M 食塩 - カ ル シ ウ ム (Tris→NaCl-Ca, T N C) バ ッ フ ァ ー
(50m M Tris-H Cl, 0.15 M NaCl, 1 0mM CaCl2, 1jLM ZuCl2 ,
0.02% NaN3, pH 7.5)で30分間洗浄 した後 , 37 ℃で16時間培養
acid; MO P S, 3→[N-M orpholin o] pr opan e s ulfo nic a cid;
flu oride; N E M, N- ethylm aleimide; Pep A, pepStatin
m erc u ric a c etate;d C T P, deo xycytidin etriphosphate;
し, ゼ ラ チ ン を 消化 さ せ た ･ ゲ ル は ク マ シ ー プ リ リ ア ン トブ
ル ー (Co o rn a S Sie briuiantblu e) で 染色 した 後脱色 し, ゼ ラチ ン
消化バ ン ドと して 表 出 させ , ザ イ モ グ ラ ム (zym ogra m)とし
た20)･ ゼ ラ チ ン 消化バ ン ドほ Ⅹ線 フ ィ ル ム (Kodak, New York,
-U S A) に 転写 した 後 ･ デ ソ シ ト メ ー タ ー に か け酵素活性を定量
化 した21)･ 分 子量標準試薬 ほ S D S-P A G Em ole c ular w eight
Standa rds lo w & high(BIO-R A D, Richm o nd, U S A)を用いた
.
2 . 酵素抑制試験
ゼ ラ チ ン Pー A G E- ゲ ル に 同 一 試量を 5 レ ー ン 泳 動 した 軋 各
レ ー ン を 切 り離 した ･ そ れ ぞれ の ゲ ル を T N Cバ ッ フ ァ ー また
は M M P阻 害 剤 で あ る ethylen ediamin e tetr aa c etic acid
(E D T A)2 0m M , セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ(s erin eprotein ase) 阻害
剤である phe nylm ethan e sulfo nyl flu o ride(P M S F)2m M. シ ス
チ ソ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ (cystein epr otein a s e) 阻害剤の N-ethyl･
m aleimide(N E M)5m M お よ びア ス パ ラ ギ ソ 酸プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
(a spartic protein as e) 阻害剤の pepstatin A(Pep A)0.5m Mを
含む T N Cバ ッ フ ァ ー で37 ℃ で16時間培養 し, C M中の酵素活
性の 特異性 に つ き検討 した .
Ⅳ . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ング法
モ ル カ ッ ト[(M illipo re, Bedford, U S A)を 用い て20倍に濃縮
した C M に , 等量 の 電気泳動用還元緩衝液(0.5 M Tris-H Cl.
50% glyc er ol, 1 0% sodiu m dode cyl s ulfate, S D S, 2- m erCapt･
O etha n ol, pH 6.8)を 加え , 95 ℃, 5分間処理 し , 泳動試料とし
た . S DS-P A G E ほ 8% P A G を用い て 行な い ▲ 分離された蛋白
質を P V D F膜(ア ト ー , 東京) に 転写 した . こ の 膜をブ ロ ッキ
ン グ用 緩衝液(3% ス キ ム ミ ル ク (森永 , 東京)加0.1 5M リソ酸
緩衝生理食塩水(phosphate-buffered s alin e, P B S))に 3時間浸
透 し た後 , 一 次 抗 体 と し て 抗 M M P-l,-2,一3,-9 およ び抗
TI M Pモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用い , 6時間反応 させ た後, エ ソ
ハ ン ス ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス (e nhan c ed che milu min esce nce,
E C L)法(A m ersha m,Bu ckingha m shir e, U K)に てイ ム ノ ブロ ッ
テ ィ ン グ を 施行 した . 抗 M M P-1,-2,-3,-9 お よび抗 TIM Pモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 ほ金沢大学医療技術短期大学部岡田保典博士
よ り供与 され た .
Ⅴ . Ⅳ型 お よぴ Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解活性
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン の 分解活性 は Liotta らの 方法
22)に 従い測定し
た . C M 中の 滞在型 M M P を活性型 M M P とす るた め, 培養液
上 帝 200FLl に 1m M ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢酸 水 銀 (amin ophenyl
m er c uric a c etate, A P M A)を 添加 し, 基質と し て [3H]-Ⅳ型コ
ラ ー ゲ ン (N E N, Bo sto n, U S A)50iLl を加 え さ らに 等量の反応
用緩衝液 (1 00m M Tris-H Cl, 0 . 2 M NaCl, 100m M CaC12,
0.02% NaN3, pH 7.6)を 追加 し, 37 ℃, 24時間培養 した , その
後 1m g/ml の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e se ru m aIbu min･
B S A, SI GM A), 2 % trichlor oa cetic a cid(T C A) も しくは
ta n nic acid(T A)を 加え 4 ℃, 30分間放置 した 後 , 15000rpm で
4 ℃▲ 1 0分間遠心 した . 上清 よ り270/Jlを取 り 出しア ク アゾ
ー
ル ー 2 (Am er sha m)を 10ml添加 し , シ ン チ レ ー シ ョ ン カウン
タ ー L S C-1000(ア ロ カ , 東京) に て測定 した . Ⅰ型 コ ラ
ー ゲン
の 分解 ほ 【
1 4
C] Ⅰ 塾 コ ラ ー ゲ ン を基質 と して 測定 した . 測定は
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン 分解活性測定 と同様 に 行ない , 最終段階の兼消
B P B, br o m ophen ol blu e; P M S F, phe nylm ethanes ulfony
l
A; EIA; enZym eim m uno a s s ay; A P M A, a minopheny
l
M E M, m Odified Eagle mediu m;
メ サ ン ギ ウ ム細胞 M M P. TIM Pへ の 糖の 影響
化コ ラ
ー ゲ ン の 遠心 除去に は T C A･ TA は添加 して い な い ･
Ⅵ . TI MP および M M P
-3 蛋白濃度 の測定
c M中の TI MP と M M P-3濃度ほ , Koda m aら の 方法御 に 従
い ,
一 段 エ ソ ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ (o n e-SteP e nZym e
im mu n O aSS ay, EI A)に よ り定量 した ･ 平 底型 マ イ ク ロ プ レ
ー ト
ゥ ェ ル (M icr oW ell Module)(Nu n c, Ro skilde, De nm a rk)に ヒ ト
TIM P または M M P
-3 に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を コ ー ト
し, 血清試料お よび抗体の Fab
'
-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体を 加
え ∴室温 に て 3 0分 間反応 さ せ 洗浄 し た 後 , 0-phe nyle n e
diamin eお よ び H202を 添加後室温 に て30分間反応 させ , そ の 吸
光度を測定 し ∴定量化 した ･
Ⅶ . メ サ ンギウム 細胞 での TI M Pお よび M M P-3 m R N Aの
発現
径 6c m の シ ャ ー レ 3枚 で 培養 した メ サ ン ギ ウ ム 細胞 よ■り全
RN A をCho m czyn ski らの Gu a nidiniu m-phen ol法
34) で 抽出 し
た. 各検体毎 に 全 R N Al Ojl g を 負 荷 バ ッ フ ァ ー (loading
buffer) (for mami de, 1 0Ⅹ 3一[N-Morpholin o] propa n e s ulfo nic
Fig.1.
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a cid(M O P S) バ ッ フ ァ ー , for m aldehyde, 8 0% g上yc erol,
bro m ophe n ol blu e(B P B) とと もに65 ℃, 15分処理 し, 変性 させ
た後 , for maldehyde を含む 1% agaro segel で M O P Sを バ ッ
フ ァ
ー と して 電気泳動を行な っ た . 次 い で , 0.05 M NaCl を用
い た ア ル カ リ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り Hybo nd-N +膜
(Am er sharn) に R N Aを 転写 させ 固定 した . こ の 転写膜を プ レ
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 (50% for m aldehyde, 5 Xsodiu m
Chloride-S Odiu rndipho sphate- ethyle n ediamin etetra a c etic acid
(S S P E), 5 X De nhardt 溶液, 0.1% S D S, 2.5m g/ml熱変性 サ
ケ 精子 D N A) 中で45℃ , 3時間以上 ブ ロ ッ キ ン グを 行 な っ た
後 ∴溶液を除去 し, [32P】-デオ キ シ シ チ ジ ン 3 リソ 酸(deoxycyt-
idin etriphosphate, d C T P) 標識プ ロ ー ブ D N Aを 含む ハ イ プ リ
ダイ ゼ ー シ ョ ン (5 Ⅹ S S P E, 50%for m ami de, 5 Ⅹ De nhardt 溶
液 , 0.5% S D S) 溶液を加 えた . 標識 プ ロ ー ブ と45 ℃, 12時間反
応 させ た 後 , 0.1% S DSを含む 2Ⅹ S SP Eに て15分を 2 回,
1 X S S P E に て30分間 さら に 0.1 ⅩS S P Eで15分間 2 回の 洗浄を
行 な っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 評価 に は バ イ オ イ メ ー
P has ec o ntr a st micro s c op yof m e sa ngialc ells maintain ed o n plastic dishe s･ Glo m er ulia nd pr olifer ativ e c ells w er e se ed d
On pLastic c ultur edishes and cultu red in R P M I 1640m ediu m s up ple m e nted with 16 % F C Sand a ntibiotics･ Cellular outgr o wths
aPpeared within 7 days a nd epithelialc ells s ur viv ed in the c obble sto n e-1ike ap pe ar a n c ein the prim ary c ultu r e(a), and co n sisted
Of strap-1ike c eus gro wing in inter w ove nbu ndles(b)･ In subc uItur e, C e11s had m ainly stellate orfu sifor m shape (c). T he c e11s
W erein c ubated in m ediu m c o ntaining D-V alin ebetw e enthe s e c o nd a nd third pass age(d).
368
ジ ･ ア ナ ラ イ ザ ー (Bio-Im age An alyz erlOO) (フ ジ写真 , 東京)
お よ び - 80 ℃ で約 7 日間Ⅹ 線 フ ィ ル ム (Kodak)を 露光 した オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を用 い て 行な っ た . な お , ヒ ト TI M P お よ
び ヒ ト M M P-3 cD N A ほ岡 田 保典博 士 よ り 供与 さ れ た .
cDN A はdeoxycytidine 5
'
･-【αr32P】~tripho sphate ([α32p]d C T P)
(> 3,000Ci/m m ol) (Am e rsha m) を 標識基質と して マ ル チ プ ラ
イ ム D N Aラ ベ リ ン グ シ ス テ ム (Am er sha m) を 用 い て標識 し
た . 分子量標準試薬 は 0.2 4- 9. 5k b R N A Lad der(Bethe sda
Res e ar ch Labor atories, Gaithersburg, U S A) を用 い た .
Fig. 2. Indire ctim m u n o王1u o re s ce nt staining of de s min o n
c ultur ed hu m an m es a ngilc ells. Antトhu m a nde smin m ouse
m o n oclo n al a ntibody w a s u s ed fo rthe first a ntibody a nd
FIT C- O njugated a nti- m Ou SeIgG go at a ntibody for the
s e c o nd a ntibody. De s min pr e s ented o nthe stre ssfibersin
m e s a ngialc ells.
97 k Da -
68k Da -
4 3 k Da -
イ 67 k Da
■54 k Da
■5 2 k Da
■4 6 k Da
Fig. 3. Vis u aliz atio n of gelatin olytic a ctivity of co nditon ed
m edia for m n or m al cultured hum a n m e sa ngial c e11s by
Zym Ogr a m. Co ndito n ed m edia w ere s ubje cted to ele ctr o-
phoresis in a gelatin-e mbedded polya crylami de gel (8 %
a crylami de) u nde r the n o n- r edu c ed c o ndito n s. After a
16-hrin c ubatio n at 37 ℃gel w a s stain ed with Co o m as sie
brillia nt blu e. Gelatin a s eswith m ole c ular w eights of 67,
54, 52 a nd 46k Da w e rein dic ated. 97k Da, 68k Da and
43k Da :pO Sitio n s of m ole c ular w eight m a rkers.
成 績
Ⅰ . メサ ン ギウ ム 細胞培養
初代培養 で は フ ラ ス コ へ の 糸球体の 付着を促すため , 一 週間
培地を交換 せず に 放置 した と こ ろ , 図1a に 示 す よう に 糸球体
を中心 と して 敷石様 の 細胞 が増殖 して きた ･ 2 - 3週日からほ




Fig. 4. Inhibitio n of m etalloprotein a se s. T he slic edgels w ere
in c ubated for1 6 hr s at 3 7 ℃ in the buffer, the buffer
C O ntaining 20m M E D T A, 2m M P M S F, 5m M N E MorO.5
m M pepstatin A as des cribed in m ate rials a nd m ethods,
indic ating that thes e proteina ses w er e m etallopr otein ases.



























Fig. 5■ Im m u n oblotting of MM Ps a nd TI M P･ Co nc e ntr
ated
c ultu r e m ediu m of c ultu r ed hu m a n m e sa ngil cells w a
S
ele ctr ophor e sed o n a S D S polyac rylamide gel (
10%
a cryla mide) u nde rthe r edu ced c o ndito n s･ The pr oteins
in
the gel w e rethe n electr otra n s v e rs ed to a m e mbr
an eand
gelatin a s e w as vis u aliz ed u sing a nti
- M MP-1･ -2, -3, -9and
TI M P m o n o clo n al a ntibodies, Sho wing that 5
gkDar･
52kDa- gelatin a se s w er eM MP-1 a nd 7 2kDa-gelatinase
M M P-2. 97k Da, 68k Da a nd 43k Da :pO Sitio n sof m
olecular
W eight m arker s.
メ サ ン ギ ウ ム細胞 M M P, TIM Pへ の 糖の 影響
紡錘形の 細胞が増殖 し始め た (図1b)･ 4週日 で 継代培養に 移行
した後は , 次第に 紡錘形細胞 の 割合が増加 して きた (図1c). 2
継代目で線維芽細胞を除去す るた め , D-V aline 含有培地で
一 週
間培養を行な っ た ･ こ の 時点で ほ ほ ぼ 均
一 の 紡錘状 また ほ 星状
の細胞が得られ た( 図1d)･ これ ら の 培養細胞 は メ サ ン ギ ウ ム細
胞の骨格線維抗原 で あ る desmin が陽性 で (図2), 内皮細胞抗
97k Da ･
68 k Da -
43 kDa ･
1 00 200 4 5 0




Fig･6･ Inductio n of gelatin as esby e xposing the c ells to the
high c on c e ntr atio n s of glu c o se. Co ndito n ed m edia fro m
the c ells u nder the v ario u s c o n c e ntratio n s of glu c os e
(100m g/dl, la n el; 200mg/dl, 1a n e2; 450mg/dl, lane 3)
W erea n alys ed o n agelatin zym ogra m 97k Da, 68kDa a nd
43kDa‥ positio ns of m olec ular w eight m arkers.
Proteolytic a ctivities w ere a n alys ed by de n sito m etry
Incr eas ed a ctivities w e re obs er v ed a cc o rding to













尿で ある第 Ⅶ因子は陰軋 マ ク ロ フ ァ ー ジ抗原 で ある Ia 抗 原
も陰性であり メ サ ン ギ ウ ム 細胞と 同定 した .
Ⅱ ■ メ サ ンギウ ム 細胞に よ る M M P の産生
無血清培地 で 静止状態と した メ サ ソ ギ ウ ム 細胞を , さ らに 糖
濃度 200m g/dl R P M I1 640無血清培地で 3 日間培養 して 得 られ
た C Mの ザ イ モ グ ラム を 図3 に 示す. 非還元 状態 で の ゼ ラ チ ン
Pー A G E- ゲル で は , 67kDa, 54k Da, 52k Da お よび 46 kDa に 削ヒ
活性が み られ , 培養 メ サ ソ ギ ウ ム 細胞が ゼ ラ チ ン 消化酵素を産
生 して い る こ と が示 され た . こ の 酵素活性は E D T A での み 抑
制 され , P M S F, N E M およ び Pep A でほ阻害 されず( 図4),
M M P と同定 され た . C Mを 還元 状態で 泳動 した 後の ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グの 結果でほ , 抗 M M P-1抗体に て 59k Da お よ
び 52k Da の 2本の バ ン ドが 得 られ , 抗 M M P-2 抗体に よ り
72k Da の バ ン ドが 観察 さ れ た (図5). 今 回 の 条 件下 で は
M M P-3,-9 およ び TIMP ほ検出 され なか っ た . 非還元 状態の ザ
イ モ グ ラ ム で 観察され た 54k Da の バ ン ドに つ い て は ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ワ テ ィ ソ グで は相当す るバ ン ドほ 検出され なか っ た .
Ⅲ ･ 糖濃度変化に対する噂養メサ ン ギウ ム 細胞の反応
1 . M M Pの 産生
培養 メ サ ソ ギウ ム 細胞 へ の 培養液糖濃度の 影響は , 静止状態
の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を さ ら に 糖濃度 を 100mg/dl(浸透圧
31 0m Osm/1), 200mg/dl(浸透圧324m Os m/1), 4 50m g/dl(浸透
圧 344m Os m/1)と変化させ た 無血 清 Dulbe c c o's M E M培地で
三 日 間培養 した 後の C M で 検討 した . ザ イ モ グ ラ ム で は ( 図
6a), い ず れ の 糖濃度 で も分子量 67k Da の M M P→2, ま た ,












glu c o$○, mg/dl
Fig.7. Se cr etio n of TIM P in r e spo n s eto glu co s e. TIM P
le v els in c ultur e m edia fr o m glu c os e-tre ated c e11s w er e
m e as u red in a sa ndwich e n zym eim m u n o a ss ay. Data ar e
r epr e se nted a s m e a n+ S E forthr e e s a mple s. * significa-
ntly differ entfr o m c o ntr ol(P < 0.05).
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れ た . 糖濃 度 450mg/dl で の 分 子 量 6 7kDa の 活性 は 糖濃度
1 00mg/dlに 比 べ , 約1.6倍 と増強傾向がみ られ た (図6 b). C M
中 の M M P-3 はザ イモ グ ラ ム お よ び EI Aで ほ 検出 され な か っ
た . ま た , M M P-3 cD N A を用 い た ノ ー ザ ソ ブ ロ ッ テ ィ ソ グ に
お い て も M M P-3 m RN A に 相当する 2.2kbの バ ン ドは検 出さ
れ なか っ た .
2 . TI M Pの 産生
M M Ps の 抑制因子 で ある TI M Pの 発現ほ , C M での EI A お
d 2 8s
■ 18 s
静 電 ､ 一 ■ 0.9kb
⊂) ⊂〉 (⊃
(⊃ ロ IJ)


















Fig. 8･ Expr e ssio n of TI M P in m e s angial cells u nder
glu c os etre atm e nt. Norther nblot a n alysis u sing a [32P]-
labeled cD N A probe for TIM Pw a s perfor m ed (a).
De n sito m etry ofthe data sho w nin (b). T he e xpr e ssio n of
TIM PcD N A in 450mg/dl glu c os e m ediu m w a s35 %of
lOOmg/dlglu c o s e m ediu m . 28s and 1 8s ribo s o m es as
vis u alized by ethidiu m br omi de staining. T he siz e of
hybridiz ng tr a n s criptsisindic ated in kiloba s e.
よ び m R N Aの 転写 レ ベ ル で 検討 した ･ EI Aの TIM P濃度は板
濃度 450m g/dl培地で は 4･4 ±1■4ng/ml と 100mg/dl培地で
の 10･4 ±1･1喝/ml に 比 べ て 有意に 低下 して い た (図7). 同様
な傾向は転写 レ ベ ル で も認め られ た ･ 図ぬ に み られ るよ うに
TI M PcD N Aを用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グで ほ0.9kbにバ
ン ドが 認め られ , TI M Pm R N Aの 表出ほ 1 00mg/dlの 低糖濃度
培地 で 最も高く , 450mg/dl培地で は そ の35% の 発現 を認める
の みで あ っ た (図8b).
3 . CM の 酵素活性
A P M Aで 活性化 した C M の Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン に 対する消化活
性 を図 9 に 示 す ･ い ずれの 糖濃度 に お い ても , コ ラ ゲナ ー ゼ活
性 が認 め られ , 各糖濃度間に は 差が み られ な か っ た . A P MA
が添加 され て い な い 対照で ほ活性 は ほ と ん どみ られ なか っ た .
Ⅰ 塾 コ ラ ー ゲ ン に 対す る酵素活性 は み られ な か っ た .
考 察
糖尿病性腎症ほ糸球体基底膜 の 肥厚 お よび メ サ ン ギウ ム領域
の 拡大 を特徴 と し, これ ほ E C Mの 蓄積 に 起因す るもの とされ
て い る
2}
. 糖 尿病性腎症 に 関す る従来の 報告 で は , 主 に 糸球体
ま た は メ サ ソ ギ ウ ム 細胞の E C M産生糸 に 注目し検討されて い
る が 冊 ) , E C M代謝の 分解系で ある M M P お よび TI M Pも重
要な役割 を果 た して い るもの と推測 され る . 糸球体由来の 蛋白
分解系 に関 して は , 浸潤白血 球が セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ を分泌






















A P M Å(+)
glu ¢0 $ ○, mg/dl
Fig.9･ Ty pe Ⅳ-C Ollage n olytic activity in c o ndit on ed m edia･
Co ndito n ed m edia w e re a ctiv ated with A P MA and
in c ubated with [3H]qty pe Ⅳ c ollage n. T he rea ctio n waS
ca rried o utfor24 hr at 3 7 ℃a nd stop ped by T C A･ The
mixtu re w a s c e ntrifuged a nd the supe rnatant c o ntaining
dige sted pr odu cts w ere co u nted in s cintilatio n co u nteT･
T he c ollage n a se a ctivity sho w ed little differ e n c esa m Ong
the glu c o s e c o n c entr atio n s.
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症では組織学的に 浸潤細胞 に 乏 しく, 外来細胞 の 関与ほ少 な い
ものと思わ れ る ･ 糸球体の 在来細胞と して 上皮細胞お よ び メ サ
ソ ギウ ム 細胞が蛋白質分解酵素を分泌 して い る こ とが 知られ て
いるが
12}26＼ 糖尿病性腎症で は メ サ ン ギ ウ ム 領域 の 増生 が著明
である こ とよ り , 今回 の 研究 で は メ サ ン ギ ウ ム 細胞に 注目 し,
その M M P および TI M P産生を検討 した .
本研究でほ ヒ ト 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 か ら分泌 され る蛋白質
分解系の うち M M P-1,-2,-3,-9 お よ び その イ ン ヒ ビ タ ー で ある
TIM Pに つ き検討を行な っ た , そ の 結 果, メ サ ン ギ ウ ム細胞よ
り M M P-1,-2 お よ び TIM P が産生 され て い る こ と が確認 さ
れ, 糖濃度上昇 に つ れ M M P-1,-2 の 産 生が1 60% 前後 と増加
し,
一 方, TI M Pの 産生ほ 減少 してお り , 転写 レ ベ ル で は約1/
3に減じて い た . これ ほ , 糖濃度環境に 対 し M M Pと TI M Pの
分泌は独立 して 調節さ れ て い る こ と を示 して い る . こ の ような
培養条件下で の M M P/TI M P比の 増大 は結果 と して 分解系 の
冗進を推測 させ るが , C M中に ほ M M P活性国子が存在 しな い
ため M M P は滞在型の ま まで あり , TIM P と は反応 して い な い
ので C Mの 総合的な酵素活性ほ不 明で ある . 生体で は放出され
た M MP は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー/プ ラ ス ミ ソ 系に
よ り活性化 さ れ る が27)28), 本研 究 で ほ CM 中 の M M P を
A P M Aで活性化 し , TI M P と 1: 1 の モ ル 比 で 結合 さ せ た
後器), 液相で の Ⅳ型 また は Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン を 基質と して 総 合的
な酵素活性を評価 した . こ の 結果, 各糖濃度 で Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン
に対する酵素活性が み られ , TIM P塵生の 減少お よ び M M P産
生の 増加に よ り全体と して E C Mを 分解す る方向に 調節され て
いる こと が裏付け られ た .
糸球体内の E C M は 主に Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
および ラ ミ ニ ソ か ら構成 され て お り, ま た , 高糖 で は それ らの
塵生が増加する こ と が報告 され て い る こ と よ り … , 本実験 で は
高糖状態で M M P-乙-3,-9 が増加す るもの と 推測 して い た . し
か し, M M P-1 お よ び-2 の 産生 を確認 し得 た が , 今 回 は
M M P-3, 一9 は検出され な か っ た . 培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 で ほ ▲
正常の メ サ ン ギ ウ ム 領域 に ほ認め られ な い Ⅰ塾 , Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ
ン を塵生する こ とが判 明 して お り30), 今回 の M M P-1 塵生は こ
れを分解する ため に 呼応 して 分泌 され た 可能性が推測され る .
MM P-3 はフ ィ ブ ロ ネ ク チ ン , ラ ミ ニ ン が 反応基質 で あ る こ と
に加え
,
M M P-1 と 同 じ染色体11に 位置 して い る こ と よ り31),
M M PLl と同時に M M P-3 も誘導 され る こ と が期待 され た が ,
今回の 条件で ほそ の 発現 は認め られ な か っ た . こ の 点に 関 して
ほ, M M P-3の 測定感度の 問題 に 加 え , M M P-3発威 に 要す る培
養期間の 検討も必要で あろ う .
メ サ ン ギウ ム 細胞 の 培養条件を高糖 とす る こ と は , そ の 成育
環境の 種々 の 要素を変化 さ せ , そ の 結果 M M P や TI M Pの 分
捌こ影響を与えて い るも の と考え られ るが , そ の 機序 に 関 して
は詳細は不 明 で ある . そ の 第 一 の 要素 ほ , 糖濃度変化 に よ る細
胞内外の 浸透圧変化 で ある . 今回 の 検討 で は 1 培養液中の 糖濃
度の 変化に 応 じ培養液 の 浸透圧も310 か ら 344m Os m へ と 上 昇
して い た ■ 一 方 , 細胞 内で は t 高血 糖状態 で は 培養メ サ ソ ギ ウ
ム細胞中の ソル ビ ト ル 蓄積が糖濃度依存性に 上昇 し, 細胞内
外ともに浸透圧が上 昇す る結乳 細胞膜障害が惹起 され る可能
性姉推測されて い る32). 細胞内 で ほ代謝 され な い 3-0-メ チ ル D-
グル コ ー ス を浸透圧の 対照と して培養液中 に 添加 した メ サ ソ ギ
ウ ム細胞で の 検討で は , 高糖状態で認 め られ た E C M産生の 増
加がみられなく な る8). こ れ は 単に糖 に よ る 浸透圧 の 変化だけ
で は なく , メ サ ン ギ ウ ム 細胞が E C Mを 産生す る際に は糖が 細
胞内に と りこ まれ , さ らに 糖代謝系 に 供給され る必 要が あるも
の と推測され ∴M M Pや TI M Pの 蛋白合成に 関して も同様の 機
構が作用 して い るも の と考え られ る .
次に 非酵素的蛋白糖化の 関与も M M P お よ び TIM P産生 に
大きい 役割を有 して い る の で あろう . 糖尿病で は ヘ モ グ ロ ビ ン
AIc に 代表され る ように , 種々 の 蛋白質 の 酵素を介 さな い 糖化
(r10 n e n Zym atic glyc o sylatio n) が生ず る こ と が知 られ て い る33}.
糖尿病 ラ ッ ト よ り単離 した 糸球体基底膜 でほ 糖化 が有意に 増加
して お り
1 4)
, さ らに こ の 糖化基底膜は M M P でも分解 され に く
い とい われ て い る
34)
.
こ の 結 軋 蓄賛 した糖化 E C M が, こ れ を
分解さ せ るた め MM Pの産生を刺激す る可 能性 ほ ある . しか
し , 本実験の ような 3 日間と い う短期間で の 培養 で ほ 糖化 した
E CM の 産生は 少なく∴糖尿病状態に お け る 掛 こは役割は大き
くない で あろう. た だ し, 高糖培地に お い て 短期間で十分形成
され うる初期糖化産物(e arly glyc osylatio nproduct) が ありg},
E C M がこ の 糖化に 陥れ ば, 正常環境と異な る情報を細胞内情
報伝達系 に 送 り, M M Pや TIM Pの 産生 に 影響を与え る の で あ
ろう .
第 三 の 可 能性は接着因子 で あるイ ン テ グ リ ン の 関与 で ある .
細胞の 機能を 考え るうえ で , 細胞周閉の E C Mと細胞間と の 接
着そ の もの が 細胞 に 与え る情報は重要なもの で ある35). 培養 細
胞を種々 の マ トリ ッ ク ス で 塗布 した プ レ ー トで 培養する と , 細
胞の 増殖 , 分泌能が 変化する が , こ れ はイ ン テ グ リ ン を 介 して
細胞内情報伝達系が活性化 された た め と考え られ て い る35). 高
糖で E C Mの 産生が冗進 して い れ ぽ19珊 , こ れ が イ ン チ グ リ ン
を 介 して新た な細胞刺激 とな り M M Pや TIM Pの 産生に 影響
す るで あろう . 糸球体に おい て も , β1イ ン テ グ リ ン が 糸球体
上皮 , 内皮お よ び メ サ ン ギ ウ ム 細胞に 分布 して い る こ と が報告
され
36)
, 進行性糸球体疾患で メ サ ン ギ ウ ム 細鞄 に βlイ ン テ グ
リ ン が増加 して い る こ とが 示 され て い る3T).
今回 の 検討で は 糖尿病状態の 一 つ の モ デル と して , 高糖で の
メ サ ン ギ ウ ム 細胞 の 反応を検討した . しか し , こ れ は 必 ずしも
糖尿病の モ デ ル とは い えな い . 糖尿病 ほ 非常に 長期間を かけ た
代謝異常 で ある に もか かわ らず , メ サ ン ギ ウ ム細胞は 3 日 とい
う短期間で大きな変化を呈 した こ と ほ , 酎こ正常細胞の 反応を
意味する もの かも しれ ない . 糖尿病状態 に 陥 りすで に 代謝異常
をきた して い る病的 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 で あれ ば E C Mの 分解系
は機能低下をきた して い る可能性が考え られ る. 今後は , 長期
間に わ た る高糖培蓑の メ サ ン ギ ウ ム 細胞 へ の 影響, さ らに 生体
に お け る糖尿病性腎症で の M M P や TI M Pの 代謝機能な どの
検討が必 要と 考えて い る .
結 論
ヒ ト培養メ サ ン ギ ウ ム 細胞 を 用 い , 培養 液糖濃度を変化 さ
せ ∴細胞外基質代謝に 関わ る M M P お よび TIM Pの 産生お よ
び そ の 調節故構を検討 し, 以下の 結果を 待た .
1 . ヒ ト培養 メ サ ン ギ ウ ム 細胞か ら M M PTl, M M P-2 およ び
TIM Pの 産生が 確認 された .
2 . M M Pの 酵素悟性 ほザ イ モ グ ラ ム を用 い た 検討で , 培養
液 上 清中 の 糖濃度 の 上 昇に よ り 約1 6 0% 増加し た . 一 方 ,
TI M P ほ 450mg/dl培地 で は 100mg/dl培地に比 べ . 蛋白濃度
で約40%に , ま た転写 レ ベ ル で約1/3 に減少 して い た .
3 . 液相で の Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を用 い た コ ラ ゲ ナ ー ゼ ア ッ セ イ
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で は R P M I1 640培地 お よび 各糖濃度の Dulbe cc o
'
s M E Mに お
い て , い ずれ に もⅣ型 コ ラ ー ゲ ン に 対す る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 総括性
が み られ た . こ の こ と は , い ず れ の 糖 濃度 で も M M P が
TI MP に 対 し優位 である こ と を示 し, こ の 条件下 で は E C M分
解に 働 い て い る可 能性が示 唆 され た ･
以上 の 結果より , 今回 の 条件下 で は培養液糖濃度を 上 昇さ せ
る こ とに よ り , M M P お よ び TI M P は E C M を分解す る傾向に
ある こ と が示 さ れた . こ の バ ラ ン ス の くずれ が , 糖尿病性腎症
に おけ るメ サ ン ギ ウ ム 基質の 増生お よび 基底膜 の 肥厚 をもた ら
すもの と推測 され る .
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EC M in thediabetic state, the effects ofgluc ose o ntheindu cdon of M M Ps and tissu einhibitor ofm etaloproteinases(TIMP)
ffom hum an m eS angialce11s w ere e xa mined･ Hu m an m e S angialc ells culturedin se ru m-gr e e m edium Se Cretedproteinases
and TI MR l mepr oteinasescon sitedofgelatin olytic en zym eswithm olec ular w eights of67, 52 and46 kDa and w ereinhib.
ited by ethylen ediamin etetraacetic acid(ED T A), but n otby phe nylm ethan esulfbnyl flu oride(P MSF), N - ethylm aleimi de
(N EM)orpe PStatin A(PqpA),indicadng thatthey w ere M M Ps. The67-kDaprotein ase w as c on丘 rm edas M MPq2,a ndboth
52 and 46kDa w ereidenti負ed asM M P-1 by W tste rnbloting･ T hree-day gro wth in 450m釘dlgluc oser sulted in160%
incre a s einthe synthesis of MM P-2 c o mpar ed withcells gr o wnin l00mg/dlilu co se, a Sjudged by gelatin olytic activities.
M M P-3 w asdetected inn eitherproteinproduction norgen e e xpression･ On the otherhand, theproduction of TIM P bycells
gro wnin450mg/dlglu c ose w asdecre as edto 60 % 1essthan thatofcellsgr o w ninlOOmgk1gluc ose. Northe rnblot an alysis
Ofthe steady-St ate mRNA ofT I MPin high-gluc osem edi um alsoindicateda on e third-foldreduction ofTI M PtranSC nPtion
after7 2-hrtre atm entwith1CX)mgkllglu c ose･ Tbtalproteinas e activiy again sttypeIVc ollagen activ ated by4- aminophenyl
m ercuric acetate w as sdllobse rv edin eachco nditon ed m ediu min whichTI M Pisbo undto activ ated M M Ps･ T hese血dings
Sug geStthatahighglu cose co ndito n exerts a sel ctive effecton ECM acc u m ulationby m odulatingM M Ps andTIMPexpres･
Sio nin m es angialc e11s･ T heimb alan Ce Ofthes efactors m ay play animportant rOlein the tu m o ver ofthe glo m e ru 01arEC M
inthediabetic c o nditio n,
